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@ Gegen Pseudomonaa aeruginosa Inf akUonen wirksame Prfiparatlonen und Verffahren zu Ihrer HersteHung. 



<g) Es warden gegen Pseudomonas aerugtnosa-lnfektionen 
wirksame Praparationen. u^. Vakzine zur aktiven Imniunisie- 
rung sowie Antikorper enthaJtende, zum passlven Schutz 
bestrmmte Praparationen und Verfahren zu deren Herstellung 
beschrieben. 

Die Vakzine enthalten protektive nagella(H)-Antigene vom 
H-Serotyp a und b, weiche aus monomeren Bestandtellen 
bestehen, jeder nnonomere Bestandteil aus bestimmten Amino- 
sauren mit einer bestimmten N-terminalen Aminosauresequenz 
aufgebaut 1st und ein bestimmtes Molekuiargewicht aufweist 
Die Vakzine werden aus gereinigten Ragella(H)-Antigen-L6sun- 
gen hergestellt. Die Immunglobulin G-haitigen Praparationen 
enthalten aus dem Blutpiasma von mJt protektiven Flagel- 
la(H)-Antigenen immunisierten menschlichen Spendem bzw 
Saugetieren gewonnene Flagena(H)-Antik6rper. Sie konnen 
durch affinitatschromatographische Verfahren gereinlgt wer- 
den. 
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B schrelbung 

Geg n Pseudomonas aeruginosa Infektionen wirksame Praparationen und Verfahren zu ihrer Hersteliung 

Die Erfindung betrfm gegen Pseudomonas aemginosa Infektionen vyrfrksame Pi^ - 

betrffft die Erfindung Vakzlne, die protektive Pseudomonas aeruginosa Flagella(H)-Antigene enthalten und zur 
5 aktiven Immunlsierung bestimmt sind, sowie lmmungiobulin-G-haltige» gegen Bakterium Pseudomonas 
aeruginosa-lnfektionen wirksame Praparationen, die zum passiven Scliutz bestimmt sind. 

Bakterium Pseudomonas aeruginosa ist ein opportunistisciier. pathogener Keim, der haufig bei 
Krankenliausinfektionen auttritt. hauptsachlich bei Patienten mit geschwachter Immunabwehr, wie bef 
Verbrennungspatienten, bei Personen. die an cystlscher Fibrose leiden oder organische Fehifunktionen 

10 aufweisen, und bei Tumorpatienten. Antibiotika sind gegen Pseudomonasinfektlonen infolge des Auftretens 
von Resistenzen nur beschrankt wirksam, weshalb man bemulit ist, immunoiogisciie Methoden zur 
Bekampfung von Infektionen durch Pseudomonas aeruginosa zu finden. 

Infektionen konnen durch eine Vielzaiil von Stammen ausgelost werden. die 0-Gruppenantigene und 
H-Antigene produzieren. GemaB dem H-Antigenschema nach Ansorg (2bl. Bakt. Hyg. 1. Abt. Orig. A 242, 

15 228 - 238 (1978) wird unter Verwendung der Indirekten Immunfiuoreszenztechnik bei Pseudomonas 
aeruginosa ein komplexes Fiageila(H)-Antigen a mit den Partialantigenen ao, ai. a2. as, a4 und ein uniformes 
FlageIla(H)-Ant[gen b drfferenziert Die Partialfaktoren ao-a4 sind unabhangige Determlnanten, so daB ein 
flageliares Antigenschema mit meinreren H-Typen resultiert. O-Gruppen und H-Typ zeigen freie Kombinatio- 
nen. 

20 Die zur Bereitung von Pseudomonas aeruginosa-Bakterienkuituren venvendeten Stamme und die 
produzierten Antigene sind In der folgenden Tabelie 1 angefQhrt. 

TabelLe 1 
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Isoiierte Filamente der Flagellen-Antigene. die durch SchOttein. Homogenisieren und anschiieBendes 
Zentrifugieren gewonnen werden konnen (R. Ansorg. W. Schmitt. Med. Microbiol. Immunol. (1980) 168: 
217-226), bestehen aus Flageilen und Flagellenbruchstucken, vereint in einem Komptex bestehend"aus 
Upopolysacchariden (LPS) und Verunreinigungen aus dem Nahrmedium; solche Praparationen sind 
naturgemaB pyrogen und ungeeignet fur die Anwendung am Menschen. 

In der PCT-Veroffentlichung WO 86/03974-i6t die Struktur von nach einem Reinigungsverfahren 
gewonnenen poiydispersen nativen Pseudomonas-Fiagella(H)-Antigenen (FAg) beschrieben, diefrei sind von 
pyrogenen Substanzen. Sie bestehen aus monomeren Bestandteilen. wobei jeder monomere Bestandteil 

a) folgende Aminosauren: Asparaginsaure bzw. Asparagin (Asp/Asn), Threonin (Thr). Serin (Ser). 
Glutaminsaure bzw. Giutamin (Glu/GIn), Glycin (Gly). Alanin (Ala). Valin (Vai). Isoleucin (lie). Leucin (Leu). 
Tyrosin (Tyr). Phenyialanin (Phe), Lysin (Lys), Arginin (Arg) und gegebenenfalls Tryptophan (Trp) enthalt. 

b) die N-terminale Aminosauresequenz Ala-Leu-Thr-Val-AsnThr-Asn-lle-Ala- aufweist. 

c) ein Molekulargewicht zwischen 43.500 und 53.050 aufweist und 

d) frei ist von Prolin (Pro). Methionin (Met). Halb-Cystin (1/2 Cys) und Histidin (His). 

Weiterhin sind die einzelnen Flageila(H)-Antigentypen dadurch gekennzeichnet, daB die monomeren 
Formen die Aminosauren AsparaginZ-saur©. Threonin, Serin. Glutamin/saure, Glycin, Alanin, Vaiin, Isoleucin, 
Leucin. Tyrosin. Phenyialanin, Lysin und Arginin in bestimmten Verhaltnissen zueinander enthalten. In Tabeile 2 
sind diese Verhaltniszahlen und die Molekulargewichte der monomeren FIagella(H)-Antigene angefuhrt. 
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GemaB den Angaben in der PCT Ver 'ffentlichung WO 86/03974 werden zur Gewinnung der potydispersen 
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nativen Pseudomonas aeruginosa FlageIIa(H)-Antigene Bakteri nkulturen in Minimalmedlum angezQchtet und 
anschlieBend mlt einem Detergens behandelt. wonach die Flagelia(H)-Antigene aus der Kultur abgetrennt 
werden. Dabei kann die Bakterienkultur entweder vor der Detergensbehandlung d sintegri rt und einem 
ScherprozeB untenvorfen werden Oder in Gegenwart des Detergens d n Sch rkraften unterworfen werden. 

S~ Durch den Zusatz von Detergens wird di Trennbarkeft des Antigens v n der Sakterienmasse bewirkt; die sich 

dann in Losung beftndlichen Antigene kdnnen abgetrennt werden. 

AnschlieBend konnen die, wie oben beschrieben, von der Bakterienmasse abgetrennten Antigene durch 
eine chromatographische Reinigung von anhaftenden Verunreinigungen wie Upopoiysacchariden. Nuclein- 
sauren, Saizen. Polysacchariden u.a befreft werden. Das noch vorhandene Detergens kann durch einen 
10 weiteren saulenchromatographischen Reinigungsschritt entfemt werden. 

Es war bisher nicht bekannt, ob diese Antigene protektive Wirkung haben oder nicht. Es wurde nun 
gefunden. daB ailen RageIla(H)-Antlgenen der in der PCT Veroffentlichung WO 86/03974 beschriebenen Typen 
protektive Wirkung zukommt. so daB die Herstellung bzw. Bereitstellung von monovalenten und polyvaienten 
Vaxzlnen moglich 1st Diese Aufgabe liegt der vorliegenden Erfindung zugrunde. 
IS Im besondem ist es ein Ziel der Erfindung. eine aktive immunprophyiaxe gegen Infektionen mit 
Pseudomonas aeruginosa zu ermoglichen. insbesondere fur Personengruppen. die ein hohes Risiko haben, 
Verbrennungen zu erielden, z.B. fur Angehdrige von Feuerwehren oder militarisches Personal oder Patienteni 
die mlt immunsupprimlerenden Medikamenten behandett werden soilen. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, Immunglobulin G-haltige Praparationen zur Verfugung zu 
20 stelien, die zur passiven Immunisierung bei Pseudomonas aeruginosa-lnfektlonen geeignet sind. 

Die erflndungsgemaBenVakzine sind dadurch gekennzeichnet. daB sie protektive Flagella(H)-Antigene vom 
H-Serotyp a bzw b enthalten. welche aus monomeren Bestandteilen bestehen, wobei jeder monomere 
Bestandteil 

a) folgende Aminosauren: Asparaginsaure (Asp), Threonin (Thr). Serin (Ser), Glutaminsaure (Glu). 
25 Glycin (Gly), Alanin (Ala), Valin (Val), Isoleucin (lie), Leucin (I-eu), Tyrosin CTyr). Phenylalanin (Phe), Lysin 

(Lys), Arginin (Arg) und gegebenenfalis Tryptophan (Trp) und Methionin (Met) enthalt. 

b) die N-termlnale Aminosauresequenz Alanin (Ala) - Leucin (Leu) - Threonin (Thr) - Vaiin (Val) - Aspa- 
ragin (Asn) -Threonin (Thr) - Asparagin (Asn) - Isoleucin (fie) -Alanin (Ala) - aufweist, 

c) ein Molekuiargewicht zwischen 43.500 und 53.050 aufweist und 

^ d) frel ist von Prolln, Halb-Cystin und Histidin und daB sie frei sind von pyrogenen Substanzen. 

Im einzelnen werden erfindungsgemaB sechs spezifische H-Serotypen ais Komponenten von Vakzinen 
charakterisiert, u.zw. 

- das FlageIla{H)-Antlgen vom H-Serotyp ao, as, a4, dessen monomere Fomri die Aminosauren: 
Asparaginsaure. Threonin, Serin, Glutaminsaure, Glycin, Alanin. Valin, Isoleucin, Leucin. Tyrosin, Phenylalanin. 

35 Lysin und Arginin im VerhSitnis 64 : 33 : 35 : 42 : 44 : 68 : 29 : 29 : 37 : 3 : 10 : 19 : 15 enthalt und ein 
Molekuiargewicht von 43.500 aufweist; 

- das Flagella(H)-Antigen vom H-Serotyp ao, as, dessen monomere Form die Aminosauren: Asparaginsaure. 
Threonin. Serin. Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin. Phenylalanin, Lysin und Arginin 
im Verhaltnis 69 : 35 : 38 : 44 : 47 : 73 : 30 : 30 : 60 : 3 : 12 : 21 : 16 enthalt und ein Molekuiargewicht von 46.700 

40 aufweist; 

- das Flagella(H)-Antigen vom H-Serotyp ao, dessen monomere Form die Aminosauren: Asparaginsaure, 
Threonin. Serin, Glutaminsaure. Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin. Tyrosin, Phenylalanin, Lysin und Arginin 
im Verhaltnis 74 : 50 : 49 : 49 : 49 : 89 : 37 : 29 : 44 : 5 : 14 : 17 : 16 enthalt und ein Molekuiargewicht von 52.720 
aufweist; 

45 - das Flagella(H)-Antigen vom H-Serotyp b. dessen monomere Form die Aminosauren: Asparaginsaure, 
Threonin. Serin, Glutaminsaure. Glycin, Alanin. Valin. Isoleucin. Leucin. Tyrosin, Phenylalanin. Lysin und Arginin 
im Verhaltnis 74 : 48 : 48 : 49 : 51 : 91 : 38 : 30 : 43 : 4 : 13 : 18 : 18 enthalt und ein Molekuiargewicht von 53.050 
aufweist: 

- das Flagella(H)-Antigen vom H-Serotyp ao. ai, aa, dessen monomere Form die Aminosauren: 
50 Asparaginsaure, Threonin, Serin. Glutaminsaure. Glycin, Alanin. Valin. Isoleucin. Leucin. Tyrosin. Phenylalanin 

Lysin und Arginin im Verhaltnis 76 : 44 : 40 : 52 : 50 : 81 : 32 : 32 : 41 : 4 : 12 : 20 : 18 enthalt und ein 
Molekuiargewicht von 51.250 aufweist; 

- das Flagena(H)-Antigen vom H-Serotyp ao. a2, dessen monomere Form die Aminosauren: Asparaginsaure. 
Threonin, Serin. Glutaminsaure, Glycin. Alanin. Vaiih. Isoleucin. Leucin. Tyrosin. Phenylalanin, Lysin und Arginin 

55 im Verhaltnis 68 : 41 : 37 : 46 : 44 : 73 : 29 : 29 : 37 : 3 : 10 : 16 : 16 enthalt und ein Molekuiargewicht von 45.900 
aufweist. 

Ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Vakzine ist dadurch gekennzeichnet. daB ein aus 
Kulturen von Pseudomonas aeruginosa gewonnenes. gereinigtes FlageIla(H)-Antigen steriifiltriert. gegebe- 
nenfalis mit einem Adjuvans. wie AI(OH)3 vermischt und gewiinschtenfails mit einem Praservans, wie 
€0 Merthiolat, versetzt wird. 

Weiters umfaBt die Erfindung Immunglobulin G-ha!tige. gegen Bakterium Pseudomonas aeruginosa-lnfek- 
tionen wirksame Praparationen zur prophylaktischen und therapeutischen Anwendung. welche dadurch 
gekennzeichnet sind, daB sie aus dem Blutplasma von mit protektiven Flagella(H)-Antigenen immunisierten 
menschlichen Spendern bzw. Saugetieren gewonnene Flagella(H)-Antik6rper enthalten. 
65 Diese FlageHa(H)-Antik6rper besitzen eine motilitatshemmend Wirkung sowe die Fahigkeit einer erhohten 
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''^N«c?^hf!o™?„fJn^ A^*!!?!!^^" intrazellularen Abt6tung von Pseudomonas aeruginosa-Bakterien. 
Nach bevorzugten AusfOhrungsformen konnen diese Immunglobulin G-hSmgen geaen Bakterlum 

?lSm™Hri^ immunlsierten menschllchen Spendem bzw. Saugetieren mtt 

Proteinfillungsmlttein wie Ammoniumsulfat. behandelt. die ausgefiltte Immunglobulin G-haltige Fraktton 

wird. indem die Losung uber ein Tragermedlum geleltet wird. an welchem gerelnlgtes Flagella-Antoen in 
monomerer oder polymerer Fom, kovalent gebunden 1st. die tlagellens^eztfisSen Sor^^^^^ 

Die Erfindung wird dureh folgende Belsplele naher eriautert. wobel die Belspiele 1 bis 3 die Herstelluna von 
Vakzinen und BeispieUdie Herstellung von Immunglobulin G-hiltigen PraparaSonen veranschaSSen ^ 



Beispiel 1: 



10 



IS 



Vakzlne-Fomiuiierung fur eine Pseudomonas aeruginosa M-2 Flagellenvakzine 
H. ~ll^n"f aeruginosa M-2-Kuitur gewonnene und in oben beschriebener Weise 

durch Detergensbehandlung. Scheren und chromatographische Behandlung gerelnirte RSeniasSina 
r;?h 7lS'*""^''T Nasser auf eine Proteinkonzentration von 100 jt^ml eSste^^^^^ 

festem Natnumchlorld und Merthioiat (Endkonzentration 0.9<Vb NaCI biw 0 01 "/o 20 
l?rh « n«?*p" VTl""*^;, '^*«*"«8end wurde die L6sung durch Sartorius-Einmal^iter (oljm) ^rlffiiwe^ 
Nach einer Proteinbestlmmung der sterilfiltrierten Probe wojrde die RaaellensusDenslon 

?S At^Tn^.^^^^^^ """T y^^^^ P^''^^'"''"' e'ngestem und SieBend'dCSr^^^ 
AUiminiumhydroxidsuspenslon In steriler NaCI/Merthiolatl6sung auf 20 pg Proteln/ml verdOnrt 
Die fertig adjuvantierte Vakzine enthlelt pro mi: 'oism/mi veraunni. 

20 \ig Fiageilenproteln ^ 
2 mg Ai(OH)s 
9 mg NaCI 

0,1 mg Merthioiat als Stabillsator. 

Beispiel 2: 30 
Vakzine-Formulierung fur eine Pseudomonas aeruginosa 1210 Flageiienvakzine 

H,.^K®n"f Pseudomonas aeruginosa 1210-Kuitur gewonnene und In oben beschriebener Weise 

S^Se S^SLhI"''*'""^' ^l"''^"...""^ Chromatographische Behandlung gerelnigte R^Sesung 
Trrh 7.1^0 Py^°9«"fr?'e'n Wasser auf eine Proteinkonzentration von 100 ^^Tn\ eingestellt und 

SiSii,t?fV°" ^^s*^'" Natnumchlorid und Merthioiat (Endkonzentration 0.9o/rNaCI bIw 00l!S 
l«r d" ^^"T^'l. AnschlieBend wurde die LSsung durch Sartorius-Elnmal^lter (0,2 JmSrilflitriert 
M^fw P™te'"b«t""mung der sterilfiltrierten Probe wurde die RageliensusUS mit steriler 

NaCi/Merth,olatk,sung (0.9 Vo/O.OI oa) auf 25 pg Protein/ml eingestellt und anschlieSend SCreh Zugabe eine 

1 % Akiminiumhydroxidsuspenslon in steriler NaCI/Merthiolatlosung auf 20 ng Protein/rnI verdQnnt 
Dre ferhg adjuvantierte Vakzine enthlelt somit pro ml: veraunni. 

20 iig Fiageilenproteln 

2 mg AI{OH)3 
9 mg NaCI 

0,1 mg Merthioiat als Stabillsator ^ 
Beispiel 3: 

Vakzine-Formulierung fur eine Pseudomonas aeruginosa polyvalente Ragellenvakzine 

Aus Baktenen Pseudomonas aeruginosa-Kulturen der Typen M-2. 1210. 5142. 5939. 5940 und 170018 
gewonnene. m oben beschriebener Weise durch Detergensbehandlung, Scheren undchrS^atographisc^ 
Behandlung gereinigte Ragellenlosungen wurden mit destllliertem pyregenfrelem wl^ser^ e^^^ 
u!S!^^Z^TTr''}T!^.. ^^S'"" Teilen'^JerSischt und du^h Zug^^e vCn 

AnlcNi^^S^rw^^Ho H^c ^1^'° (Endkonzentration 0.9 Ofy NaCI bzw. 0.01 <Vb Merthioiat) isoton gemaoS 
AnschlieBend wurde durch Sartonus-Einmatfilter (0,2 pm) sterilflltriert 

M»r?/Mol"!Lr™*^'"mfo?'^«L^„^' sterilfiltrierten Probe wurde die Ragellensuspension mit steriler 
?S A7.fJn^±.h?H""^i°'^ ^ Protein/ml eingestellt und anschlieBend durch Zugabe e"ne 

1 0/0 Akjm niumhydroxidsuspension in steriler NaCI/Merthlolatlosung auf 20 ng Prx)tein/ml verdunnt 
Die fertig adjuvantierte Vakzine enthlelt somit pro ml: "»'n.mi veraunni. 

20 Jig Flagellenproteine °" 

2 mg AI{OH)3 
9 mg Naa 

0.1 mg Merthioiat als Stabillsator 

65 
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Beispiel 4: 
Pyrogentest 



FOr die Durchfuhrung des Versuches wurden verwendef 

mii?Jr"fJS'*™ wurden gesunde. ausgewachsene Kantnchen beideriei QesSite elnSsetzt die 
?im tSl^f^H ^ ^o"wertigen antlbiotikafreien Standarddiat gefOttert^^rderund in d^r 

dem Versueh vorausgegangenen Woche keinen Gewlchtsabfall zeigten s^""^®" W"raen und in der 

38^^^^i3"f/ "icht adjuvantierte IW2-Hagellenvacclne verwendet und vor der Injektion auf etwa 

?L"CT.n°r^°r^^^^^ 

Furjedes Kanlnchen wurdeals AnfangstemperaturderlWIttelwertauszweiln einem Abstand von an min .^h 

nledriger 38 0°C la^ t^'irnln ^H^^ t ''^sstemperatur hatten. die h&her als 39.8»C Oder 
^aZ.- . ® . • W"'^='en nicht im Hauptversuch eingesetzt. Es wurden 1 ml der PmSa/ijZ 

35 Auswertung: 

^^^^^ 
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AnzahL 
Kani nchen 


Die Substanz entspn'cht 
der Prufung auf 
Pyrogenf rei heit, 
werin die Sumroe der 
EinzeLwerte kLeiner 
ist aLs 


Die Substanz 
entspricht nicht 
der Prufuna. u«nn 
die Surome der 
EinzeLwerte arnftor 
ist aLs 


3 


1,15° 


2,650 


6 


2,800 


4,30° 


9 


4,45° 


5,590 


12 


6,60® 


6,600 



0,10 


0,10 


0,30 




0,50c 


0,30 


0,40 


0,20 




0,90c 


0,30' 


0,50 


0,20 




1,0Oc 


0,20 


0,10 


0,20 




0,50c 


0,10 


0,40 


0,20 




0,70c 



Impfstoffkonzentration 



10 fig/roL 
10 fjg/mL 
20 pg/ml 
20 pg/mL 
20 pg/fflL 



Die gepriifte Praparatior, ist somit als frei von pyrogenen Substanzen anzusprechen. 
Beispiel 5: 

Hlerauf wurde die Suspension wihrend SS mlHef 1o5^ LJ^Jl^T'"!?^™""' stehengelasaen. 
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wieder weitergereinigt werden. 

FQr die Praparation der monospezlfischen Immunglobuline wird mft V rteil als Immunosorbens eln 
Tragermedium - vorzugsweise Sepharose 4B - verwendet. woran gereinigtes Flagelienantigen in monomerer 
Oder polymerer Form kovalent gebunden ist. 

„ Die IgG-haltige L^sung kann sodann mit einerFluBrate von vorzugsweise 1 bis 2 Saulenvolumina pro Stunde 
uber das Affinitatsharz gepumpt werden. Nacli dem Waschen des Harzes mit Pufferlosungen hdherer 
lonenstarken (z.B. 0,5 M NaCI) konnen die flageilenspezifischen Antlkorper durch pH-Anderung oder 
chaotrope Agentien (z.B. 3M NI44SCN) vom Gel eluiert werden. 

Die Wirksamkeit von erflndungsgemaBen protektiven Antigenen und Antikorpem ist im folgenden 
dargestellt: 

Der Nachweis der protektiven Wirksamkeit von erfindungsgemaB fOr Vakzine zu verwendenden Antigenen 
erfolgt durch den Nachweis von Flagella(H)-Antik6rpem im Serum von Personen, die eine Infektion mit 
Pseudomonas aeruginosa eriitten haben, 

Zur Konzentrationsbestimmung von anti-Ragella Antlkdrpem wird ein Immunabsorbent Assay. u.zw. ein 
"Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay* (EUSA) oder Radio Immunoassay (RIA) verwendet. Die 
erfindungsgemaB beschriebenen. hochgerelnlgten Flagella(H)-Antigene werden mit einem starken Detergens 
depolymerisiert, anschlleBend Qber unspezifische Wechselwirkung an eine Kunststoffoberflache gebunden 
und mit Proben von Humanserum in Kontakt gebracht. Befinden sich im Humanserum anti-Flagella(H)-Anti- 
korper, so binden diese spezifisch an das auf der festen Phase immobiiisierte Antigen. Mit einem markierten 
anti-HumanlgG-Antikorper werden auf der Kunststoffoberflache gebildete Ragella(H)-Antigen-Antik6rper- 
komplexe nachgewiesen. 

Dieses Verfahren laBt sich leicht quantitativ auswerten. Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse eines Screenings von 
Serumproben auf Antlkorper gegen verschiedene Flagella-Serotypen. 
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'^u T*' '^i^ j" Tabelle 3 angefuhrten Ergebnisse Gber die Auffindung von RageIla(H)-Antlk6rpem in Seren v n 
nach dem Zufallspnnzip ausgewShlten Spendem ist die Immunogenitat von nativen Pseudomonas aeruginosa 
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Flagella(H)-Antigenen demonstriert. 

Antikorper Inltiieren die Abwehr von in den Korper eingedrungenen Fremdorganismen in verschtedener 
Weise, Zusammen mtt dem humoralen Abwehrsystem (Komplementsystem) werden von Antikorpem rkannte 
Fremdorganismen in ein r Aufeinanderfolge von Reaktion n durch Lyse abg totetW iterhin konnen an den 
5 Fremdorganismus gebundene_Antikorper im Zusammenwirken mit Bestandteiien des Komplementsystems 
die Aufnahme (Phag cyt se) des Fremdorganismus in die Abwehrzellen des Immunsystems (2.B. 
Granulocyten) induzieren. Im inneren der Granulocyten kommt es Qblicherweise zu einer Abtdtung der 
phagocytierten Fremdzetle. 

Im Falle flagellentragender Bakterien kann eine Schutzwirkung von Antikorpern, die gegen den 
10 Bewegungsapparat der Zelle gerichtet sind, auch auf die Hemmung der MotilitSt und damit der Ausbreitung 
eines Infektionsherdes zuruckgefOhrt werden. 

Die Motilitatshemmung durcli Flagella(H)-Antik6rper kann dadurch demonstriert werden. daB Flagel- 
la(H)-Antigene der in Tabelle 1 aufgefuhrten Serotypen zur Immunisterung von Mausen verwendet und das so 
gewonnene anti-F!agella(H)-Serum bei Motilitats-Hemmversuclien eingesetzt wird. Mit Antiserum getrankte 
IS RIterpapierringe werden auf Motilitats-Agarplatten gelegt und der Agar innerhaib dieser Ringe mit einer 
Suspension des homologen Pseudomonasstammes beimpft. Die Zellmenge. die nach 24 h Inkubation 
auBerhalb des Filterpapieninges siclitbar wird, dient ais MaB fur die Beurteilung der Motilitatshemmung. Die 
Ergebnisse der Tabelle 4 zeigen, daB mit Flagelia(H)-Antigenen gewonnene Maus-Antisera die Motilitat des 
homologen Pseudomonas Bakterienstammes hemmen. 



20 



2S 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



TabeLLe 4 

Mot i Li tat shemmung bei verschi edenen Mengen an homologem 
AntifLageLLenserum 

homoLoges Antif Lege L Lens e rum 
S^^"*"* (jil Serum/pL Kei msuspensi on*) 

30/5 20/10 10/10 5/10 



H-2 



1210 - + + + 

5939 . - - . ' . 

5940 . - . . . 
5142 - +. +. 
170018 ' - — +. +^ ^_ 



*) Keimsuspensi on 10^ Keime/mL 

- keine ZeLLen auBerhaLb des Fi L terpapi e rri nges 
+- ZeLLen nur an einigen SteLLen auBerhaLb des 

FiLterpapierringes 
+ geringes Ze L Lwa chstum auBerhaLb des FiLterpapierringes 
++ deutLiches Ze L L wachstum auBerhaLb des FiLterpapierringes 
mit normaLem Mausserum immer deutLiches ZeLLwachstum (++) 



Durch die Hemmung der Motilitat der in einem Infektionsherd beflndlichen Bakterien wird zwar deren 
weitere Ausbreitung nach der Kolonisierung Im Korper des Patienten verhindert. die im Herd beflndlichen 
55 Bakterien bleiben jedoch weiterhin In der Lage, den Organismus des Patienten durch Abgabe z.B. von 
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Bakterien fuhren. ""oeien AniiKorper zu einer schnellen Abtotung der eingedmngenen 

Ah^fit,™ h"c?^^ "^^^ Nachweis geliefert. daB Flagelia(H)-Antik6rper Phagocytose und rntrazellulare 
Abtotung des homologen Pseudomonas Bakterienstammes induzieren mirazeiiuiare 
2um Phagocytosetest wurden ein in Tabelle 3 nicht aufgefuhrtes Serum ( # 16) sowte die Sara ^ 3 rmri * ^ 
mrt e^er flagellenlosen (fla-) Mutante des Pseudonr^nas SBruS st^m^ f^i^^ 
Doyle-Huntzinger. R.C. Craven, and 1^. Holder (1982) Infect. Immun 38. 129tS)^orinkub^S Sm ale nIcSt 
Flagellaspezmschen Antikorper aus den Sera zu entfemen. Isoliirte HuniangS^uloS 
Bestimmung der intrazeHularen Abtotung von Pseudomonas aeruginosa M.2 und de^o JeTen^^^^^^ 
Mutante In unbehandertem und in vorabsorbiertem Serum eingesetzt. Die in TabeJe ^dS^^^^^^^ 
Ergebnisse zeigen daB FlageIIa(H)-Antik6rper die Phagocytose und die darairfSgende 
Abtotung des flagelientragenden Stammes von Pseudomonas aeruginosa induzierenTnd d^it imlfni^^^ S 
Erfindung eine Schutzwirkung gegen infektionen mit diesem Keim ^^g^^^"^'®^"' der 
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Der direkte Nachweis der Schutzwirkung von Antigenen. die zu aktiver Immunisierung verwendet werden 
sollen. kann nur im Tiermodell gefuhrt werden. Urn die Situationen zu simulieren. die Patienten fur 
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d'^n^r^'srrr m^'SSTdT'^js '"n^yi^s^jr;^'^ v,™.. 

EMoam Moden (Cm. sjjr Fair E 13.™.^., p „?f?, .'JS' SI- 688«1) und das 

Vielfachen der LDso Keir^ierSe von^l^^^^^ "^^"^ 6 zeigt die 

Flagefla-Antigenszuerkennen Schutzwirkung des zur Immunisierung venvendeten M-S 
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^FrZf'^!^^ Nachweis der Schutzwirkung von Antikorpem. die zu passiver Immunisiemng verwendet 
warden sollen. kann nur im Tiermodell gefQhrt warden. Urn eine der Situati nen zu simulieren. die Patienten fur 
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Pseudomonas-Infektionen pradisponieren. fand das in der Uteratur beschriebene Endoxan-Modell (Cryz. 
SJJr., FQrer, E., Germanier. R. 1983: Passive Protection Against Pseudomonas aeruginosa Infection in an 
Experimental Leukopenic Mouse Model. Infect. Immunity 40, 659-664) Verwendung. 

In diesem Test wird die LDso Dosis von Pseudomonas aeruginosa Keimen in immunsupprimierten Ti ren 
ermtttelt;-im Falle des hier beschriebenen Experiments lag diese be! 9,6 x ipz Keimen. 2wei Stunden nach 
der passiven Immunisiemng mit einem Maus anti-Pseudomonas aeruginosa M-2 Hyperimmunplasma fur das 
im Antikorper-ELISA eine TIterstufe von 1 : 1600 bestimmt wurde, werden die immunsupprimierten fiere mit 
einem Vielfachen der vorher ermlttelten LDso-Keimzahl des homologen Pseudomonas-Stammes Infiziert 

Tabelle 8 zeigt, daB passrv immunlsierte Tiere bis 2u einer SO-fachen LD50 Dosis des Challenqe Keims 
geschOtzt sind. ^ 
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Patentansprach 

1. Gegen Pseudomonas aeruginosa Infektionen wirksame Vakzine. dadurch gekennzeichnet, daB sie 
protektive FlageIla(H)-Antigene vom H-Serotyp a bzw. b enthalten. welche aus monomeren Bestandtellen 
bestehen, wobel Jeder monomere Bestandteil 

a) folgende Aminosauren: Asparaginsaure (Asp), Threontn (Thr). Serin (Ser). Glutaminsaure (Glu). 
Glycin (Gly), Alanin (Ala), Valin (Val). Isoleucin (lie). Leucin (Leu), Tyrosin (Tyr), Phenylalanin (Phe)! 
Lysin (Lys), Arginin (Arg) und gegebenenfalls Tryptophan (Trp) und Methionin (Met) enthalt, 

b) die N-terminale Aminosauresequenz Alanin (Ala) -Leucin (Leu) - Threonin (Thr)- Valin (Val) 
-Asparagin (Asn) - Threonin (Thr) - Asparagin (Asn) -Isoleucin (He) - Alanin (Ala) - aulweist. 

c) ein Molekulargewicht zwischen 43^00 und 53.050 aufweist und 

d) frel 1st von Prolin, Halb-Cystin und Histidin und daB siefrei sind von pyrogenen Substanzen. 

2. Vakzine nach Anspruch 1. dadurch gekennzelchnet, daB sle FlageIla(H)-Antigene vom H-Serotyp ao. 
as und a4 enthalten, welche Antigene aus monomeren Bestandteilen bestehen. die die Aminosauren- 
Asparaginsaure, Threonin, Serin, Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin. Leucin Tyrosin 
Phenylalanin. Lysin und Arginin im Verhaltnis 64 : 33 : 35 : 42 : 44 : 68 : 29 : 29 : 37 : 3 : 10 : 19 : is'enthalten 
und eIn Molekulargewicht von 43.500 aufweisen. 

3. Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG sie FlagelIa(H)-Antigene vom H-Serotyp ao. 
83 enthalten. welche Antigene aus monomeren Bestandteilen bestehen, die die Aminosauren* 
Asparaginsaure. Threonin, Serin. Glutaminsaure. Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin Tyrosin 
Phenylalanin. Lysin und Arginin im Verhaltnis 69 : 35 : 38 : 44 : 47 : 73 : 30 : 30 : 60 : 3 : 12 : 21 : 16 enthalten 
und ein Molekulargewicht von 46.700 aufweisen. 

4. Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da6 sie FlagelIa(H)-Antigene vom H-Serotyp ao 
enthalten. welche Antigene aus monomeren Bestandteilen bestehen, die die Aminosauren: Asparginsau- 
re, Threonin, Serin. Glutaminsaure. Glycin, Alanin. Valin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin. Phenylalanin, Lysin 
und Arginin im Verhaltnis 74 : 50 : 49 : 49 : 49 : 89 : 37 : 29 : 44 : 5 : 14 : 17 : 16 enthalten und ein 
Molekulargewicht von 52.720 aufweisen. 

5. Vakzine nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB sie Flagella(H)-Antigene vom H-Serotyp b 
enthalten, welche Antigene aus monomeren Bestandteilen bestehen. die die Aminosauren: Asparagin- 
saure. Threonin. Serin, Glutaminsaure. Glycin, Alanin. Valin, Isoleucin, Leucin. Tyrosin. Phenylalanin Lysin 
und Arginin im Verhaltnis 74 : 48 : 48 : 49 : 51 : 91 : 38 : 30 : 43 : 4 : 13 : 18 : 18 enthalten und ein 
Molekulargewicht von 53.050 aufweisen. 

6. Vakzine nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB sie FlagelIa(H)-Antigene vom H-Serotyp ao. 
ai. 32 enthalten, welche Antigene aus monomere Bestandteilen bestehen, die die Aminosauren: 
Asparaginsaure, Threonin, Serin. Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin. Leucin. Tyrosin 
Phenylalanin. Lysin und Arginin im Veriialtnis 76 : 44 : 40 : 52 : 50 : 81 : 32 ; 32 : 41 : 4 : 12 : 20 • 18 enthalten 
und ein Molekulargewicht von 51 .250 aufweisen. 

7. Vakzine nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB sie FlageIla(H)-Antigene vom H-Serotyp ao. 
a2 enthalten. welche Antigene aus monomeren Bestandteilen bestehen. die die Aminosauren: 
Asparaginsaure, Threonin, Serin. Glutaminsaure, Glycin. Alanin, Valin, Isoleucin. Leucin, Tyrosin 
Phenylalanin, Lysin und Arginin im Veriialtnis 68 : 41 ; 37 : 46 : 44 : 73 : 29 : 29 : 37 : 3 : 10 : 16 : 16 enthalten 
und ein Molekulargewicht von 45.900 aufweisen. 

8. Verfahren zur Herstellung von Vakzinen gemaB den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein aus Kulturen von Pseudomonas aeruginosa gewonnenes. gereinigtes Flagella(H)-Antigen 
sterilfiltriert, gegebenenfalls mit einem Adjuvans, wie AI(OH)3 vermischt. gewunschtenfalls mit einem 
Praservans, wie Merthiolat, versetzt und in eine galenische Zubereitung formuliert wird. 

9. Immunglobulin G-haltige, gegen Bakterium Pseudomonas aeruginosa-lnfektionen wirksame 
Praparatlonen zur prophylaktischen und therapeutischen Anwendung, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
aus dem Blutplasma von mit protektiven Flagella(H)-Antigenen gemaB einem der Anspruche 1 bis 7 
immunisierten menschlichen Spendem bzw. Saugetieren gewonnene FlagelIa(H)-Antik6rper enthalten. 

10. Praparationen nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daB sie Flagella{H)-Antik6rper mit einer 
motilitatshemmenden Wirkung sowie mit der Fahigkeit einer erhohten Phagocytose und einer erhohten 
intrazellularen Abtotung von Pseudomonas aeruginosa-Bakterien aufweisen. 

11. Verfahren zur Herstellung von Immunglobulin G-haltigen, gegen Bakterium Pseudomonas aerugino- 
sa-lnfektionen wirksame Praparatlonen gemaB den Anspruchen 9 und 10. dadurch gekennzeichnet. daB 
Plasma von mit protektiven Flagella(H)-Antigenen immunisierten menschlichen Spendem bzw. 
Saugetieren mit Proteinfallungsmitt In, wie Ammoniumsulfat. behandelt. die ausgefallte Immunglobulin 
G-haltige Fraktion gelost und gereinigt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet. daB die Reinigung der Immunglobulin 
G-haltigen Fraktion durchgefuhrt wird, indem die Losung uber ein Tragermedium geleitet wird, an 
welchem gereinigtes Flagella-Antigen in monomerer oder polymerer Form kovalent gebunden ist. die 
flagellenspezifischen Antikorper durch pH-Anderung Oder chaotrope Agentien, wie NH4SCN. vom Gel 
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elulert und in eine galenlsche Zubereltung formuliert werden. 
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